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・3-AT  : 3-amino-1, 2, 4-triazole 
・CAT  : catalase 
・COL1A1 : collagen, alpha I, type I 
・CS  : chondroitin sulfate 
・DCN  : decorin  
・DEPC : diethylpyrocarbonate 
・DMEM : dulbecco's Modified Eagle Medium 
・DMSO : dimethyl sulfoxide 
・DS  : dermatan sulfate  
・EBP  : elastin binding protein 
・ELN  : elastin 
・FBS  : fetal bovine serum: 
・GAG  : glycosaminoglycan 
・GalNAc : N- acetylgalactosamine 
・GAPDH : glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
・GlcA  : glucuronic acid 
・HA  : hyaluronan 
・HPLC : high performance liquid chromatography 
・HRP  : horseradish peroxidase 
・HS  : heparan sulfate  
・KS  : keratan sulfate 
・LOX  : lysyl oxidase 
・MTT  : 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide 
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・NHDFs : normal human dermal fibroblasts 
・PBS  : phosphate buffered saline 
・PCR  : polymerase chain reaction 
・PVDF : polyvinylidene difluoride 
・ROS  : reactive oxygen species 
・SDS  : sodium dodecyl sulfate 
・SDS-PAGE : sodium dodecyl sulfate-poly-acrylamide gel electrophoresis 
・SMAD2 : SMAD family member 2  
・SMAD3 : SMAD family member 3 
・SOD  : superoxide dismutase 
・TGF  : transforming growth factor 
・UA  : uronic acid 
・UFLC : ultra fast liquid chromatograph 
・UV  : ultraviolet 
・⊿  :unsaturated 
 
コンドロイチン硫酸略語表 
・DCS  : disaccharide chondroitin sulfate:  
・DCS4 : disaccharide chondroitin sulfate 4S 
・DCS6 : disaccharide chondroitin sulfate 6S 
・DCS24 : disaccharide chondroitin sulfate 24S 
・DCS26 : disaccharide chondroitin sulfate 26S 
・DCS46 : disaccharide chondroitin sulfate 46S 
・DCS246 : disaccharide chondroitin sulfate 246S 
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・HCS  : high moleclular weight chondroitin sulfate:  
・HCS4 : high moleclular weight chondroitin sulfate 4S 
・HCS6 : high moleclular weight chondroitin sulfate 6S 
・HCS246 : high moleclular weight chondroitin sulfate 246S 











ルロン酸（hyaluronan: HA））と硫酸化 GAG（コンドロイチン硫酸（chondroitin 








す 3）。反対に、高分子 HAは血管新生抑制作用を示す 4）。また、低分子 HA（2.8
×105 Da）は、マクロファージによるサイトカイン及びケモカインの産生を誘導
する。しかし、高分子 HA（6.0×106 Da）はこれらを誘導しない 5）。このことか
ら、分子量は、HA の生理活性に重要であることが考えられている。 
代表的な硫酸化 GAG である CS は、動物の軟骨から発見・単離され、プロテ
オグリカンとして、あらゆる組織の細胞表面や細胞外マトリックスに普遍的に
存在し、生理機能に重要な役割を果たしていることが明らかにされてきた 6）。特




CS は、グルクロン酸（glucuronic acid: GlcA）と N-アセチルガラクトサミン（N- 
acetylgalactosamine: GalNAc）の二糖ユニットが連なった水溶性高分子である（Fig. 
1）。CS の基本骨格は、生合成の過程で、複数の硫酸基転移酵素により、GlcAの
C-2位や GalNAc の C-4位及び C-6位に硫酸化修飾をうける 10）。したがって、
生合成された CS は、多様な構造となる 11）。CS は、硫酸化度（硫酸基の結合位
置や数）によって種類が異なる。主に、低硫酸化 CS は、GalNAc の C-4位に硫
酸基が結合した CS4及び GalNAc の C-6位に硫酸基が結合した CS6の二種類が
ある。高硫酸化 CS は、GlcAの C-2位と GalNAc の C-4位に硫酸基が結合した
CS24、GlcAの C-2 位と GalNAc の C-6位に硫酸基が結合した CS26、GalNAc の
C-4位及び C-6位に硫酸基が結合した DCS46 及び GlcAの C-2 位と GalNAc の
C-4位及び C-6位に硫酸基が結合した CS246の四種類がある。これらの CS の構


















合物や高分子化合物（分子量が 500 Da以上 17））の透過性は低いものの、肝初回
通過効果をうけないことや投与の簡便さなどの利点を持つことから重要な化合
物の投与経路と考えられている。しかし、CS は、分子量が 2 万～5万と大きい
ことから、皮膚を透過しないことが考えられるため、分子量が小さい二糖 CS（分








CS6 は、神経突起伸長に影響を与えない。一方、CS46 及び CS26 は、神経細胞
の突起伸長を促進する 20）。したがって、線維形成関連タンパク質の産生促進や













Fig.1 Structure of chondroitin sulfate. 
 
Table 1 Types of CS 
Types of CS Components 
CS4 GlcA + GalNAc (4S) 
CS6 GlcA + GalNAc (6S) 
CS24 GlcA (2S) + GalNAc (4S) 
CS26 GlcA (2S) + GalNAc (6S) 
CS46 GlcA + GalNAc (4S, 6S) 
CS246 GlcA(2S) + GalNAc (4S, 6S) 
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growth factor: TGF-β1）経路）の下流タンパク質である SMAD family member 2
（SMAD2）及び SMAD family member 3（SMAD3）は、リン酸化された後、SMAD2、
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SMAD3 及び SMAD family member 4（SMAD4）が複合体を形成することで、核
内へ移行し、ELN などの目的遺伝子の発現を調節していることが知られている
29）。コラーゲンや ELNは、架橋反応することによって線維を形成する。リシル













は、低硫酸化高分子 CS（high moleclular weight chondroitin sulfate: HCS）を用い
た報告が多く 34）- 36）、高硫酸化低分子 CS（low moleclular weight chondroitin sulfate: 


















HCS246（平均分子量：47,000 Da, 硫酸化度: 38.57%）及び LCS246（平均分子
量：3,700 Da, 硫酸化度: 38.74%）はマルホ株式会社（大阪、日本）から供与さ
れた。DCS246（⊿UA-2S→GalNAc-4S-6S Na2, M.W.: 707 Da)は、Dextra 
Laboratories（Earley Gate, Reading, UK)から購入した。3-(4, 
5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)は Sigma-Aldrichシ








  正常ヒト皮膚線維芽細胞は、10%ウシ胎児血清（fetal bovine serum: FBS）含有




 正常ヒト皮膚線維芽細胞は、0.5×105 cells/dish になるように 60 mm ディッシ
ュに播種した。正常ヒト皮膚線維芽細胞に各種 CS を添加し、24 時間培養した。
MTTをリン酸緩衝生理食塩水（phosphate buffered saline: PBS）で最終濃度を 5 
mg/mLになるように調製し、濾過滅菌をした。培地と MTT溶液を 9:1 の割合で
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混合した。細胞を PBS で洗浄後、MTT 混合培地を 2 mL 添加し、3 時間インキ
ュベートした。細胞を PBS で洗浄後、0.04 mol HCl/isopropyl alcohol を 1 mL添加
し、ホルマザンを溶解した。ホルマザン溶解液をマイクロプレートリーダ
（SpectraMax M2e）で 570 nmの吸光度を測定した。細胞生存率は、normalを 100%
とした時の相対値で評価した。 
 
1-2-5．Real-Time Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 正常ヒト皮膚線維芽細胞は、0.5×105 cells/dish になるように 60 mm ディッシ
ュに播種した。正常ヒト皮膚線維芽細胞に各種 CS を添加し、24 時間培養した。




12,000×g、4℃で 15 分間遠心した。上清を回収し、500 μLのイソプロパノール
と混合し、-30℃、over night で静置した。混合溶液を 12,000×g、4℃で 15分間
遠心し、上清を除去した。得られた RNAに冷 70%エタノールを 500 μL添加し、
12,000×g、4℃で 15 分間遠心した。再度、上清を除去し、冷 70%エタノールを
500 μL添加した後、12,000×g、4℃で 15 分間遠心した。上清を除去し、RNAを
半透明になるまで乾燥させた。RNA に diethylpyrocarbonate（DEPC）水を加え、
10 分間、氷中に静置した。RNA 溶液を 1 μL 採取し、マイクロプレートリーダ
（SpectraMax M2e）で 260 nm 及び 280 nm の吸光度で RNA量を算出し、Prime 
Script RT reagent Kit（タカラバイオ株式会社）を用いて逆転写を行った。 
 Real-Time PCR は SYBR Premix Ex Taq™（Tli RNaseH Plus）（タカラバイオ株
式会社）を用いて、Step One Plus™ Real Time PCR system（Life Technologies 
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Corporation、Foster City、 CA、USA)で行った。本研究では、I型 αIコラーゲン
（collagen, alpha I, type I: COL1A1）、DCN、ELN、LOX、SMAD2 及び SMAD3の遺
伝子発現量に対する影響を評価した。各遺伝子発現量は、glyceraldehyde 
3-phosphate dehydrogenase（GAPDH）で補正し、normal を「1」とした時の相対
値で評価した。評価を行った遺伝子のプライマー配列は Table 2に示した。 
 
Table 2 Primers used for real-time PCR 
Primer Forward Primer Reverse Primer 
COL1A1 5’-CCGCCGCTTCACCTACAGC-3’ 5’-TTTTGTATTCAATCACTGTCTTGCC-3’ 
DCN 5’-TGTCATAGAACTGGGCACCAAT-3’ 5’-GGAAAGCCCCATTTTCAATTC-3’ 
ELN 5’-GGGCAATTCCTGGAATTGGA-3’ 5’-CTGCTTCTGGTGACACAACCC-3’ 
LOX 5’-TTGTGCGCTGTGACATTCG-3’ 5’-TTCCCACTTCAGAACACCAGG-3’ 
Smad2 5’-ACTAACTTCCCAGCAGGAAT-3’ 5’-GTTGGTCACTTGTTTCTCCA-3’ 
Smad3 5’-CTGTGTGAGTTCGCCTTCAA-3’ 5’-AATGGCTGTAGTCGTCCAGT-3’ 
GAPDH 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGT-3’ 5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’ 
 
1-2-6. Competitive Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) 
 培地中のコラーゲンは、ELISA法を用いて測定した。1.25 μg/mL のヒト I型コ
ラーゲン溶液（第一ファインケミカル株式会社、高岡、富山、日本）を ELISA
用 96well プレート（AGC テクノガラス株式会社）に添加し、室温で 24時間イ
ンキュベートし、コラーゲンを固層化した。PBST（0.05% Tween-20含有 PBS）
で各 well を洗浄した後、ブロッキング溶液（1% BlockAce; DS Pharma Biomedical, 
大阪、日本）を添加し、37℃で 1時間インキュベートした。 





した。また、細胞は、タンパク抽出液（2% sodium dodecyl sulfate (SDS)、10% 
Glycerol、6.27 mM Tris-HCl、pH 6.8）を用いてタンパク質を抽出し、Lowry法に
てタンパク質の定量を行った。回収した培地とビオチン標識抗コラーゲン抗体
（Biotin-anti-type I collagen antibody; Rockland、Limerick、PA、USA）を等量混合
し、37℃で 1時間インキュベートした。コラーゲン固定化プレートを PBST で洗
浄し、ビオチン標識抗コラーゲン抗体と混合した培地を添加し、37℃で 1時間
インキュベートした。コラーゲン固定化プレートを PBST で洗浄し、西洋ワサビ
ペルオキシターゼ（horseradish peroxidase: HRP）標識ストレプトアビジン（R&D 
Systems、Minneapolis、MN、USA）を添加し、37℃で 1時間インキュベートし
た。3, 3', 5, 5'-tetramethylbenzidine 溶液（R&D Systems）を添加し、10分間





1-2-7. SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動（SDS-Poly-Acrylamide Gel  
Electrophoresis: SDS-PAGE）用ゲル 
分離ゲル溶液（精製水 9.13 mL、30%アクリルアミド、7.6 mL、1.5 M Tris-HCl 
（pH 8.8）5.7 mL、10% SDS 227 μL、10% ammonium peroxodisulfate 76 μL、
tetramethylethylenediamine 11.3 μL）を調製した。調製した分離ゲル溶液を二枚の
ガラス板の間に流し込み、その上に水飽和 1-ブタノールを乗せ、40分間静置し
た。濃縮ゲル溶液（精製水 3.85 mL、30%アクリルアミド、1.1 mL、0.5 M Tris-HCl 




板の間に流し込み、15 well コームを挿し込み、40 分間静置し、ゲルを固めた。 
 
1-2-8. ウエスタンブロット法 
正常ヒト皮膚線維芽細胞は、0.5×105 cells/dish になるように 60 mm ディッシ
ュに播種した。正常ヒト皮膚線維芽細胞に各種 CS を添加し、24 時間培養した。
細胞を PBS で洗浄した後、タンパク質抽出液（2% SDS、10% Glycerol、 6.27 mM 
Tris-HCl、pH 6.8）を添加し、可溶化した。可溶化したタンパク質は、Lowry法
にて定量し、濃度が同じになるように調整した。SDS-PAGE用サンプルバッフ
ァー（2.5 mM Tris-HCl、2% SDS、10% glycerol、1% bromophenol blue）に等量で
混合し、95℃で 3 分間加温した。7%ゲルを泳動槽にセットした。U字ガスケッ
ト内に泳動用バッファ （ー2.5 mM Tris、0.19 M グリシン、0.1% SDS）を注いだ。
泳動槽を電源（パワーパック HC; BioRad、Hercules、CA、USA）に繋ぎ、200 V、
3 A、300 W で泳動した。トランスブロットセルのタンクに転写用バッファ （ー2.5 




3 A、300 W で 40 分間転写した。転写後、PVDF膜を TBS-T（1% Tween-20、 0.13 
M NaCl、 2.0 mM Tris-HCl、 pH 7.2）に 15分間浸盪し、これを 3回繰り返した。
PVDF膜を洗浄した後、ブロッキングバッファ （ー5% skim milk、 1% Tween-20、 
0.13 M NaCl、 2.0 mM Tris-HCl、 pH 7.2）で 1時間浸盪した。ブロッキング後、
PVDF膜を 1次抗体反応（Rabbit Anti-elastin polyclonal antibody, Unconjugated; 
Bioss、 Woburn、 MA、USA、β-actin (13E5) Rabbit mAb; Cell signaling technology 
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Inc.、Danvers、MA、USA）を over night で行なった。1次抗体反応後、PVDF膜
を TBS-Tで 15分間洗浄し、これを 3回繰り返した。PVDF膜を洗浄した後、2
次抗体反応（ECLTM Anti-Rabbit IgG, Horseradish Peroxidase linked whole antibody 
from Donkey; GE healthcare、 Little Chalfont、 Buckinghamshire、 UK）を 1時間
行なった。2次抗体反応後、PVDF膜を TBS-Tで洗浄し、これを 3回繰り返した。






 データの解析は、SAS 統計解析システム ver. 9.2を使用し、p値を算出した。




1-3-1. CS246 の細胞毒性への影響 
培養正常ヒト皮膚線維芽細胞に DCS246 を添加し、24時間後に細胞生存率を
測定した。DCS246 は、いずれの濃度でも細胞生存率に影響を与えなかった
（p>0.05）（Fig. 3）。また、正常ヒト皮膚線維芽細胞を 0.3 μg/mLの DCS246、
LCS246 または HCS246 で処理し、24時間後に細胞生存率を測定した。いずれの




Fig. 3 Effects of various concentrations of DCS246 on cell viability in normal 
human dermal fibroblasts (NHDFs). 
NHDFs were treated for 24 h with DCS246 of different concentrations. Cell viability 





Fig. 4 Effects of various molecular weights of CS246 on cell viability of NHDFs. 
NHDFs were treated for 24 h with CS (concentration: 0.3 μg/mL). Cell viability was 
determined by MTT assay. Values are means ± S.D. (n = 4). C is control (untreated), D 
is disaccharide CS, L is low molecular weight CS and H is high molecular weight CS. 
 
1-3-2. 分子量の異なる CS246 の各種遺伝子発現量への影響 
培養正常ヒト皮膚線維芽細胞に分子量の異なる CS246 を添加し、12時間後に
RNAを回収した。COL1A1、DCN、ELN、LOX、SMAD2及び SMAD3 の遺伝子発
現量を、real-time PCRで測定した。DCS246 処理では、control 及び HCS246 処理
と比較し、COL1A1、DCN、ELN 及び SMAD2の遺伝子発現量が有意に増加した
（p <0.05）（Fig. 5a-c, 5e）。特に、DCS246 は、他のすべての群と比較して COL1A1
及び DCN の遺伝子発現量を有意に増加した（p <0.05）（Fig. 5a, b）。さらに、
DCS246 処理は、control と比較して LOX及び SMAD3の遺伝子発現量を増加する
傾向が見られた（0.05< p <0.1）。一方、LCS246 が SMAD2の発現量を有意に増加






         
               
                  
Fig. 5 Effects of various molecular weights of CS246 on mRNA expression levels of 
extracellular matrix-related proteins in NHDF. 
NHDFs cells were incubated with 0.1 µg/mL of various molecular weight of CS246 (or 
medium) and gene expression levels were determined for (a) COL1A1, (b) DCN, (c) 
ELN, (d) LOX, (e) SMAD2 and (f) SMAD3. Gene expression was measured by real-time 
PCR after exposure to CS for 12 h. Results show relative quantification where gene 
expression in control samples is “1”. mRNA levels were normalized by dividing by the 
quantity of GAPDH in each sample. Values are means ± S.D. (n = 3-4). *: p < 0.05, **: 
p < 0.01, as compared with untreated cells. Statistical analysis was conducted using 
Tukey’s multiple statistical tests. C is control (untreated), D is disaccharide CS, L is low 






1-3-3. DCS246 の I 型コラーゲンタンパク質発現量への影響 
正常ヒト皮膚線維芽細胞に DCS246 を添加し、72時間培養後、培地中の I型
コラーゲンタンパク質を ELISAで定量した。DCS246処理では、control と比較
して、I型コラーゲンのタンパク質発現量が有意に増加した（p <0.05）（Fig. 6a）。 
 
1-3-4. DCS246 の ELNタンパク質発現量への影響 
正常ヒト皮膚線維芽細胞に DCS246 を添加し、48時間培養後、細胞内 ELNタ
ンパク質をウエスタンブロットで定量した。DCS246 処理は、control と比較して、
ELNタンパク質発現量を有意に増加させた（p <0.05）（Fig. 6b）。 
 
         
Fig. 6 Effects of DCS246 on type I collagen and ELN proteins expression levels in 
NHDFs. 
Proteins expression levels were determined by ELISA (a) and Western blotting (b). The 
band of ELN and β-actin were detected about 65 kDa and 45 kDa. Values are means ± 
S.D. (n = 3-6). *: p < 0.05, **: p < 0.01, compared with untreated cells (control). 











初めに、CS246 の細胞毒性をMTT試験で測定した。DCS246 は、0～0.3 μg/mL

























スクロース（342 Da）やマンニトール（182 Da）は、分子半径がそれぞれ 4.5 Å











HAは、高分子多糖であるにも関わらず RHAMM（Receptor of hyaluronic acid 
mediated-motility）や HARE（Hyaluronic acid receptor for endocytosis）のようなタ
ンパク質との結合を介し、エンドサイトーシスにより細胞内へ取り込まれるこ
とが報告されている 43）, 44）。また、肝細胞は、HARE を介して CS を細胞内に取
り込んでいると考えられている 45）, 46）。実際に、CS（CS4、CS6、CS26、CS46）
は、HAREに結合することや、CSが HAREに結合することによって HAの HARE






た。SMAD2 及び SMAD3 は、ELNカスケード（SMAD/TGF-β1経路）のタンパ
ク質である。また、in vitroの研究において CS が TGF-β と相互作用すること 49）
や、軟骨細胞において TGF-β や CS を単独で処理しても ERK に影響がないのに
対し、TGF-β と CS を同時に処理することによって ERKが活性化することが報





る 53）。エラスチン結合タンパク質（elastin binding protein: EBP）は、血管平滑筋
細胞において、CS が結合することにより、ELNタンパク質の発現を増加させる
ことが報告されている 54）。また、線維芽細胞において EBP は、細胞増殖を促進
することが報告されている 55）。Contactin-1は、CS4 や CS6 は親和性を示さない
が、CS46 が結合することにより神経細胞の神経突起伸長を促進することが報告
されている 56）。そして、N-cadherinと cadherin-11は、CS4 と親和性を示さない
が、マウス骨芽細胞（MC3T3-E1）において、CS46 が結合することにより、細
胞増殖を促進することが報告されている 57）。DCS246 は、これらの受容体と相互
作用している可能性がある。しかしながら、CS と CS 受容体の親和性は、CS の















species: ROS）が発生し 58）-61）、細胞外マトリックス分解酵素の産生 62）- 64）、DNA
















すべて HCS の報告であり、DCS の報告は存在しない。 
 本節では、H2O2を添加し、酸化ストレス障害を与えた培養ヒト皮膚線維芽細






DCS（⊿UA→GalNAc-4S Na2、⊿UA→GalNAc-6S Na2、 ⊿UA-2S→GalNAc-4S 
Na3、⊿UA-2S→GalNAc-6S Na3、⊿UA→GalNAc-4S-6S Na4、 ⊿
UA-2S→GalNA-4S-6S Na2）は、Dextra Laboratories （Earley Gate, Reading, UK)
から購入した。MTT は Sigma Aldrich（St. Louis, MO, USA）から購入した。
Dichlorohydrofluorescein diacetate （H2DCFDA)は Cayman Chemical （Ann Arbor, 
MI, USA)から購入した。その他の試薬は和光純薬工業株式会社（大阪、日本）
から購入した。本章で用いた CS の組成を Table 3に示した。 
 
Table 3 Types of chondroitin sulfate in this study. 
Types of CS Unit components M. W. (Da) 
DCS4 Disaccharide GlcA + GalNAc (4S) 503.3 
DCS6 Disaccharide GlcA + GalNAc (6S) 503.3 
DCS24 Disaccharide GlcA (2S) + GalNAc (4S) 605.4 
DCS26 Disaccharide GlcA (2S) + GalNAc (6S) 605.4 
DCS46 Disaccharide GlcA + GalNAc (4S, 6S) 605.4 
DCS246 Disaccharide GlcA(2S) + GalNAc (4S, 6S) 707.42 
HCS4 High molecular GlcA + GalNAc (4S) - 








正常ヒト皮膚線維芽細胞を 10% FBS 含有 DMEMで 37℃、5% CO2の条件下で
培養した。細胞は、0.25×104 cells/cm2で播種し、培養した。 
 
2-2-3. MTT 試験による細胞生存率測定 
 正常ヒト皮膚線維芽細胞を 0.5×105 cells/dishになるように 24 well培養用プレ
ート（AGC テクノガラス株式会社）に播種し、24時間培養した。正常ヒト皮膚
線維芽細胞に 50 μM H2O2及び各種 CS を添加し、24時間培養した。MTTを PBS
で 5 mg/mLの濃度になるように調製し、濾過滅菌をした。培地と MTT溶液を
9:1 の割合で混合した。正常ヒト皮膚線維芽細胞を PBS で洗浄後、MTT混合培
地を添加し、3時間インキュベートした。細胞を PBS で洗浄後、0.04 mol 
HCl/isopropyl alcohol を添加し、ホルマザンを溶解した。ホルマザン溶解液をマ
イクロプレートリーダ （SpectraMax M2e）で 570 nm の吸光度を測定し、分子
量の異なる各種 CS の細胞毒性を評価した。細胞生存率は、normal を 100%とし
た時の相対値で評価した。 
 
2-2-4. 細胞内 ROS測定 
正常ヒト皮膚線維芽細胞を 0.5×105 cells/dishになるように 24 well培養用プレ
ート（AGC テクノガラス株式会社）に播種し、24時間培養した。正常ヒト皮膚
線維芽細胞に 50 μM H2O2及び各種 CS を添加し、24時間培養した。細胞を PBS
で洗浄後、20 μM H2DCFDAを添加し、30 分間インキュベートした。細胞を PBS
で洗浄後、0.1% TritonX-100を添加し、細胞を溶解し、マイクロプレートリーダ
（SpectraMax M2e）で蛍光強度を測定した（励起波長：502 nm, 蛍光波長：523 nm）。





2-2-5. CAT 活性測定 
正常ヒト皮膚線維芽細胞を 0.5×105 cells/dishになるように 24 well培養用プレ
ート（AGC テクノガラス株式会社）に播種し、24時間培養した。CATの活性
は、Fujimoto の方法で測定した 71）。正常ヒト皮膚線維芽細胞に 50 μM H2O2及び
各種 CS を添加し、24時間培養した。細胞を PBS で洗浄後、タンパク抽出液（2% 
Triton X-100）を添加し細胞を溶解させた。細胞溶解液と等量の 20 mM H2O2含
有イミダゾール HCLバッファーを混和し、30分間反応させた。Ti（SO4)2溶液
（10% Ti（SO4)2、 2 N H2SO4）と混和し、マイクロプレートリーダ（SpectraMax 
M2e）で 410 nm の吸光度を測定した。 
 
2-2-6. H2O2消去能測定 
 100 μg/mL CS 及び 50 mM H2O2を混合した。1、2時間及び 24 時間後に、混合
液を採取し、Ti（SO4)2溶液と混和したものを測定に供した。マイクロプレート
リーダ（SpectraMax M2e）で 410 nm の吸光度を測定し、H2O2の濃度を測定した。 
 
2-2-7. Real-Time PCR 
 正常ヒト皮膚線維芽細胞を 0.5×105 cells/dishになるように 60 mm ディッシュ
（AGC テクノガラス株式会社）に播種した。正常ヒト皮膚線維芽細胞に各種







over night で静置した。混合溶液を 12,000×g、4℃で 15分間遠心し、上清を除去
した。得られた RNA に冷 70%エタノールを 500 μL 添加し、12,000×g、4℃で
15分間遠心した。再度、上清を除去し、冷 70%エタノールを 500 μL添加した後、
12,000×g、4℃で 15分間遠心した。上清を除去し、RNAを半透明になるまで乾
燥させた。RNAに DEPC 水を加え、10分間、氷中に静置した。RNA溶液から 1μL
採取し、マイクロプレートリーダ（SpectraMax M2e）で 260 nm 及び 280 nm の
吸光度で RNA量を算出し、PrimeScript RT reagent Kit を用いて逆転写を行った。 
 Real-Time PCR は SYBR Premix Ex Taq™ （Tli RNaseH Plus)（タカラバイオ株





Table 4 Primers used for real-time PCR 
Primer Forward Primer Reverse Primer 
CAT 5’-CCATTATAAGACTGACCAGGGC -3’ 5’-AGTCCAGGAGGGGTACTTTCC -3’ 
GAPDH 5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGT-3 5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’. 
 
 
2-2-8. CAT 活性抑制剤を用いた細胞生存率測定 
 CAT活性阻害剤として、3-amino-1,2,4-triazole（3-AT）を用いた。正常ヒト皮









正常ヒト皮膚線維芽細胞を 0.5×105 cells/dishになるように 60 mm ディッシュ







 データの解析は、SAS 統計解析システム ver. 9.2を使用し、p値を算出した。





細胞生存率は、MTT 試験で評価した。最初に、DCS4 を用いて 0～3 μg/mLで




討を行なった（Fig. 8）。DCS4 処理及び DCS24処理は、control（H2O2処理のみ）
及びその他の CS 処理と比較して細胞生存率が有意に増加した（p <0.001）。また、
その他の CS 処理は、細胞生存率に影響を与えなかった（p >0.05）。各群の p値
は、Table 5に示した。 
さらに、分子量の異なる CS を用いて H2O2処理線維芽細胞の細胞生存率に対
する影響を検討した。CS は、CS4 及び CS6を用いた。その結果、CS4 について
は、control と比較して DCS4 処理で細胞生存率が増加したのに対し（p <0.001）、
HCS4 処理においては、細胞生存率に影響が認められなかった（P>0.05）。一方、
CS6 については、DCS6処理及び HCS6 処理のどちらにおいても control と比較








Fig. 7 Effects of various concentrations of DCS4 on cell viability in NHDFs treated 
with H2O2. 
NHDFs were treated 50 μM H2O2. NHDFs treated with H2O2 were exposed to DCS4 for 
24 h. Values are the mean ± S.D. (n = 4), *p <0.05, **p<0.01, ***p<0.001, Tukey's post 
hoc multiple comparisons test. 
 
 
Fig. 8 Effects of CS treatments on the cell viability in NHDFs treated with H2O2. 
NHDFs were treated 50 μM H2O2. NHDFs treated with H2O2 were exposed to different 
types of CS for 24 h. Control was the treatment of only H2O2. Values are the mean ± S.D. 
(n = 4). The “#” symbol group had a significant difference with compared to the no 





Table 5 Significant differences observed between the samples  
in figure 10 (p values). 
 
Normal Control DCS4 DCS6 DCS24 DCS26 DCS46 DCS246 
Normal × *** N.S. *** N.S. *** *** *** 
Control *** × *** N.S. *** N.S. N.S. N.S. 
DCS4 N.S. *** × *** N.S. *** *** *** 
DCS6 *** N.S. *** × *** N.S. N.S. N.S. 
DCS24 N.S. *** N.S. *** × *** *** *** 
DCS26 *** N.S. *** N.S. *** × N.S. N.S. 
DCS46 *** N.S. *** N.S. *** N.S. × N.S. 
DCS246 *** N.S. *** N.S. *** N.S. N.S. × 
N.S.=Not Significant, * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 
Significant differences are shown in gray.  




     
Fig. 9 Effects of CS of different molecular weights on the cell viability in NHDFs  
treated with H2O2. 
NHDFs were treated with 50 μM H2O2 and then exposed to CS4 or CS6 of various 
molecular weights for 24 h. Control was the treatment of only H2O2. Values are the 
mean ± S.D. (n = 4).  * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001, Tukey's post hoc multiple 
comparisons test. 
 
2-3-2. H2O2処理線維芽細胞における種々CSの細胞内 ROS 量に対する影響 
細胞内ROS量は、H2DCFDAを用いて評価した（Fig. 10）。DCS4処理及びDCS24
処理では、control（H2O2処理のみ）及びその他の CS 処理と比較して細胞内 ROS
量が有意に減少した（p <0.001）。しかし、その他の CS 処理では、control と比較
して細胞内 ROS 量に影響が見られなかった（p >0.05）。各群の p 値は、Table 6
に示した。 
 また、分子量の異なる CS を用いて細胞内 ROS 量に対する影響の検討を行
なった。CS は、CS4及び CS6 を用いた。その結果、CS4 は、control と比較して
DCS4）処理において細胞内 ROS 量を有意に減少したのに対し（p <0.001）、HCS4
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処理においては細胞内 ROS 量に影響を与えなかった（p >0.05）。一方、CS6 は、
DCS6処理及びHCS6処理のどちらの群においてもcontrolと比較して細胞内ROS





Fig. 10 Effects of each disaccharide CS treatment on the intracellular ROS 
concentrations in NHDFs treated with H2O2. 
NHDFs were treated 50 μM H2O2 and then exposed to different types of CS for 24 h. 
Control was the treatment of only H2O2. Values are the mean ± S.D. (n = 4). The “#” 
symbol group had a significant difference with compared to the no symbol group. 




Table 5 Significant differences observed between the samples  
in figure 11 (p values). 
 
Normal Control DCS4 DCS6 DCS24 DCS26 DCS46 DCS246 
Normal × *** N.S. *** N.S. *** *** *** 
Control *** × *** N.S. *** N.S. N.S. N.S. 
DCS4 N.S. *** × ** N.S. ** *** *** 
DCS6 *** N.S. *** × ** N.S. N.S. N.S. 
DCS24 N.S. *** N.S. *** × ** *** *** 
DCS26 *** N.S. *** N.S. *** × N.S. N.S. 
DCS46 *** N.S. *** N.S. *** N.S. × N.S. 
DCS246 *** N.S. *** N.S. *** N.S. N.S. × 
N.S. =Not Significant, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 
Significant differences are shown in gray.   
Tukey's post hoc multiple comparisons test. 
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Fig. 11 Effects of CS of various molecular weights on the intracellular ROS 
concentrations in NHDFs treated with H2O2. 
NHDFs treated with H2O2 were exposed to CS4 (a) or CS6 (b) of various molecular 
weight for 24 h. Control was the treatment of only H2O2. Values are the mean ± S.D. (n 
= 3). * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001, Tukey's post hoc multiple comparisons test. 
 
2-3-3. DCS（DCS4 及び DCS24）の H2O2消去能測定 
H2O2消去能は、DCS（100 μg/ mL）及び H2O2（20 mM）を混合し、Fujimoto




       
Fig. 12 H2O2 scavenging activity of disaccharide CS. 
The H2O2 scavenging activities of CS were measured by the Fujimoto’s method. 
DCS4 (a) or DCS24 (b) and H2O2 (20 mM) were mixed and incubated at 4C for 1, 2, 
and 24 h. Values are the mean ± S.D. (n = 4). 
 
 
2-3-4. H2O2処理線維芽細胞における DCS（DCS4 及び DCS24）の CAT遺伝子発
現量に対する影響 
CAT 遺伝子発現量を、real-timePCR で測定した。DCS4 処理及び DCS24 処理
のどちらにおいても control（H2O2処理のみ）と比較して CAT 遺伝子発現量が有





            
Fig. 13 Effects of disaccharide CS on the CAT gene expression level in H2O2-treated 
NHDFs. 
CAT gene expression level was measured in NHDFs exposed to disaccharide CS (DCS4  
or DCS24) and H2O2 for 24 h using real-time PCR. Values are the mean ± S.D. (n = 4). 
*p<0.05, **p<0.01, Tukey's post hoc multiple comparisons test. 
 
2-3-5. H2O2処理線維芽細胞における種々DCS の CAT活性に対する影響 
CAT活性を、Fujimoto の方法で測定した。DCS4 処理及び DCS24処理は、そ
の他の群と比較して CAT活性を有意に増加させた（p <0.001）。しかし、その他






Fig. 14 Effects of various disaccharide CS on the CAT activity in H2O2-treated 
NHDFs. 
CAT activity was measured in NHDFs exposed to CS for 24 h using Fujimoto’s method. 
Control was the treatment of only H2O2. Values are the mean ± S.D. (n = 4).  * p <0.05, 
** p <0.01, *** p <0.001, Tukey's post hoc multiple comparisons test. 
 
 




理群及び normal と比較して細胞生存率を有意に減少させた（p <0.05）。
DCS4+3-AT処理及び DCS24+3-AT処理は、control と比較して細胞生存率に影響




       
Fig. 15 Decrease of cell viability by a CAT activity inhibitor (3-AT). 
The effects of H2O2, 3-AT, or chondroitin sulfate disaccharides (DCS4 or DCS24) on 
the NHDFs viability were examined 24 h after treatments, using MTT assay. Control 
was the treatment of only H2O2. Values are the mean ± S.D. (n = 3).  * p <0.05, ** p 
<0.01, *** p <0.001, Tukey's post hoc multiple comparisons test. 
 
 
2-3-7. UV照射線維芽細胞における種々DCS の細胞生存率に対する影響 
 細胞生存率は、MTT 試験を用いて測定した。DCS4 処理及び DCS24 処理は、
control（UV照射のみ）と比較して細胞生存率を有意に増加させた（p <0.05）。
また、その他の CS 処理は、control と比較して細胞生存率に影響を与えなかった。





Fig. 16 Effect of various CSs treatment on viability in NHDFs with irradiated 
UVA. 
The cell viability effect of various disaccharide CS-treated UVA irradiation NHDFs 
were measured using MTT assay. Values are the mean ± S.D. (n = 4).  * p <0.05, ** p 








培養ヒト皮膚線維芽細胞の細胞内 ROS 量、CAT 遺伝子発現量及び CAT活性に対
する CS の影響も検討した。 
最初に、線維芽細胞に H2O2及び各種 CSを処理し、細胞生存率の測定を行な
った。その結果、DCS4 及び DCS24 は、線維芽細胞の細胞生存率を増加させた。





次に、線維芽細胞に H2O2及び各種 CS を処理し、細胞内 ROS 量の測定を行な
った。その結果、DCS4 及び DCS24 は、線維芽細胞の細胞内 ROS 量を減少させ
た。しかし、その他の DCS 及び HCS は、細胞内 ROS 量に影響を与えなかった。
細胞内 ROS 量は、細胞生存率の結果と相関した結果が得られた。したがって、
DCS4 及び DCS24 は、細胞内の ROS を除去することにより、細胞生存率を増加






細胞に H2O2及び DCS（DCS4 及び DCS24）を適用し、CAT 遺伝子発現量及び
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DCS4 及び DCS24 は、H2O2処理線維芽細胞において CAT活性を増加させること
により、細胞生存率を増加させていることが示唆された。 
また、CS が UV 照射線維芽細胞の細胞生存率へ与える影響を検討した。その
結果、DCS4 及び DCS24は、線維芽細胞の細胞生存率を増加させた。H2O2処理
と UV照射は、ROS の発生メカニズムが異なる。しかし、DCS4 及び DCS24 は、
CAT活性を増加させることによって、H2O2処理した線維芽細胞の細胞生存率を
増加させたことから、同様のメカニズムにより細胞生存率を増加させているこ
とが考えられる。また、HCS において、UV 照射線維芽細胞の SODや CAT活性
を増加させることや、DNAの断片化の抑制が報告されている 16）。このことから、




本節において、DCS4 及び DCS24 は、酸化ストレス障害を与えた線維芽細胞
の細胞生存率を増加させた。DCS4 及び DCS24の共通した構造の特徴は、どち
らも GalNAcの C-6に硫酸基が結合していないことである。一方、GalNAcの C-6








CAT の遺伝子発現は、peroxisome proliferator-activated receptor（PPARγ）によっ
て制御されている 78）。PPARγは、核内受容体であり、Wnt/β-カテニン経路によ
って制御されていることが知られている 79）。Wnt シグナルは、CS46 が欠損する
とシグナルが減弱することから、硫酸化グリコサミノグリカンによって制御さ
れていると考えられている 80）。したがって、DCS4 及び DCS24 の線維芽細胞 CAT
遺伝子発現促進作用は、Wnt 受容体 Frizzledが関与している可能性が想定される
が、Wnt シグナルと DCS が相互作用する報告がない。 
今後、DCS の受容体の探索、Wnt と DCS の相互作用、DCS による PPARγに






















デルとして用いられている。この FITC 標識デキストラン 10（分子量 9.6 kDa）
は、角層を除去した皮膚であれば、透過することが報告されている 88）。 
分子量が 1万～120万の高分子 HAは、24時間の in vitro 全層へアレスマウス









そこで本章では、硫酸化度の異なる DCS の in vitro 皮膚透過試験を行い、種々





DCS（⊿UA→GalNAc-4S Na2、⊿UA→GalNAc-6S Na2、 ⊿UA-2S→GalNAc-4S 
Na3、⊿UA-2S→GalNAc-6S Na3、⊿UA→GalNAc-4S-6S Na4、 ⊿
UA-2S→GalNA-4S-6S Na2）は、Dextra Laboratories（Earley Gate, Reading, UK）か
ら購入した。HCS 及びその他の試薬は和光純薬工業株式会社（大阪、日本）か











透過試験に用いた各種 CS は Table 2に示した。5 mgの各種 CS を 1 mLの PBS





各種CS溶液を 1 mL添加した。また、PBSを 1 mL添加したものを Blankとした。
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Table 8 CS concentration 
Types of DCS M. W. (Da) Concentration (mM) 
DCS4 503.3 2.0 
DCS6 503.3 2.0 
DCS24 605.4 1.7 
DCS26 605.4 1.7 
DCS46 605.4 1.7 
DCS246 707.42 1.4 
 
2-4．高分子 CSの定量 







（SpectraMax M2e: Molecular Devices, LLC、 Sunnyvale、CA、USA）を用いて、






×g、4℃の条件で 15 分間遠心した。上清を回収し、HPLC を用いて CS を定量




PACK C18, 3.0 mm I.D. × 250 mm; 株式会社資生堂、東京、日本）、ナノ量検体検
出器（NQAD 5600; 株式会社資生堂）を用いて測定した。 
 
Table 9 High performance liquid chromatography condition 
Column ODS colum (CAPCELL PACK C18, 3.0 mm I.D. × 250 mm) 
Mobile Phase 





Column temperature 40℃ 







24時間後の HCS4 及び HCS6 の単位面積当たりの皮膚透過量は、いずれの場合




 各種 DCS の皮膚透過率を HPLC（NQAD 5600 検出器）で定量し、評価した。
24時間後の DCS（DCS4、DCS6、DCS24、DCS26、DCS46 及び DCS246）の皮
















Table 10 Effect of disaccharide CS of different types on the in vitro skin 
permeation. 
Chondroitin sulfate CS amount (g/cm
2
) Penetrate (%) 
DCS4 1.42 ± 1.57 0.34 ± 0.27 
DCS6 4.47 ± 1.31 0.68 ± 0.055 
DCS24 1.50 ± 1.80 0.35 ± 0.032 
DCS26 1.76 ± 1.81 0.42 ± 0.030 
DCS46 1.08 ± 1.26 0.25 ± 0.022 
DCS246 1.44 ± 2.03 0.34 ± 0.39 
Amount of each disaccharide CS permeated through full-thickness hairless mice skin 
after 24 h. Disaccharide CS was using DCS4 (a), DCS6 (b), DCS24 (c), DCS26 (d), 





HCS 及び DCS の in vitro透過試験を、全層へアレスマウス摘出皮膚を用いて






一方、今回用いた DCS は、すべて受動拡散で皮膚透過が認められた。DCS よ
りも分子量が大きい HA4（約 800 Da）は、24時間の in vitro 全層へアレスマウ
ス皮膚透過試験で、ドナー側に 0.5%（約 6.4 mM）の HA4を添加した場合、受
動拡散で約 2.5 μg/cm2の量が皮膚を透過することが報告されている 89）。そして、
HA4は、0.1%で UVA 照射したヘアレスマウスに塗布した場合、角層水分量や皮
膚粘弾性を改善することが報告されている 90）。本研究で用いた CSは、0.1%の
濃度で用いており、HA4よりも低濃度であるにも関わらず、どの DCS も 1.5 
μg/cm2以上の量が受動拡散で皮膚を透過している。また、水溶性化合物である
カルセイン（622 Da）91）や FITC 標識デキストラン 4（4.4 kDa）92）は、ラット
の皮膚を用いて皮膚透過試験を行った場合、受動拡散でわずかに皮膚を透過す
ることが報告されている。今回使用した各種 DCS の分子量は、約 500 Daと低分
子であるために、他の水溶性化合物と同様に受動拡散で皮膚を透過したと考え

























































維芽細胞を用いて、各種 CS の抗酸化作用を検討した。CS は、HCS4、HCS6、
DCS4、DCS6、DCS24、DCS26、DCS46 及び DCS246 を用いた。その結果、DCS4
と DCS24 は、H2O2処理線維芽細胞の細胞生存率の増加、細胞内 ROS 量の減少、
CAT遺伝子発現量及び CAT活性の増加が認められた。また、DCS4と DCS24は、
UV照射した線維芽細胞の細胞生存率の増加が認められた。一方、HCS4 及び
HCS6 は、細胞増殖の促進や細胞内 ROS 量の減少が認められなかった。DCS4






用いて in vitro皮膚透過試験を行なった。CS は、HCS4、HCS6、DCS4、DCS6、










したがって、DCS は、加齢や UV による線維の減少を防ぐ可能性があることか
ら、アンチエイジングや日々のスキンケアへの応用が可能であることが示唆さ
れた。また、DCS は、線維芽細胞の細胞生存率増加作用が分子量や硫酸基によ
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